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PROCEDE DE MISE EN EVIDENCE ET/OU DE DOSAGE D'ADN EN DOM MAGE DANS UN ECHANTILLON 
D'ADN ET SON APPLICATION AU CRIBLAGE DE PRODUITS CYTOTOXIQUES AGISSANT SUR L'ADN. 

La presente invention concerne un precede de mise 

en evidence et/ ou de dosage d'ADN endommage dans un 
echantillon, caracterise en ce qu'on evalue 1'importance de 
!a fixation de TBP ou d'un produit analogue sur 1'ADN de 
I'echantillon et on determine les resultats directement ou par 
rapport a un temoin. Ce proced^ peut etre utilise pour le cri- 
bfage de produits cytotoxiques agissant sur 1 'ADN. 
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PROCEDE DE MISE EN EVIDENCE ET/OU DE DOSAGE D'ADN 
ENDOMMAGE DANS UN ECHANTILLON D'ADN ET SON APPLICATION AU 
CRIBLAGE DE PRODUITS CYTOTOXIQJJES AGISSANT SUR L'ADN 

5 La presente invention concerne un procede de mise en evidence 

et/ou dosage de la presence d'ADN endommage dans un echantillon d'ADN 
et son application a Identification et/ou au criblage de produits 
susceptibles d'endommager PADR 

10 Les agressions d'origine exterieure que subit PADN peuvent etre 

variees. Hies sont en general regroupees en deux categories : 

les agressions d'origine physique produites notamment par les 
rayonnements, et ; 
- les agressions d'origine chimique, 

15 

II convient des a present de rappeler que Pendommagement de 
PADN est un phenomene qui intervient notamment dans les traitements 
anticancereux. 

20 Ainsi par exemple, le medicament anticancereux cisplatine etant 

considere comme faisant partie des agents endommageant PADN (Zamble 
et Lippard, 1995), son utilisation dans les traitements de certains cancers 
est essentielle, C'est pourquoi dans ce qui va suivre, Pevaluation de 
Pendommagement de PADN pourra aussi bien permettre de mettre en 

25 evidence la toxicite d'un agent degression que de suivre involution d'une 
therapie, anticancereuse notamment. 

La reponse apportee par les ceiluies a ces agressions d'origines 
diverses qui conduisent a Pendommagement de PADN, se traduit par la 
30 mise en place du mecanisme dit de reparation de PADN. 

Ce mecanisme de reparation tres complexe met en oeuvrc un certain 
nombre de proteines, certaines d'entre elles etant egalemcnt impliquees 
dans des processus cellulaires autres que la reparation. 
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Ainsi, la possibility d'un lien entre les mecanismes de transcription 
de genes codant pour les proteines et ceux impliques dans la reparation de 
l'ADN a ete evoquee (Friedberg, 1996). Plus precisement, le facteur de 
transcription TFIIH est considere comme etant essentiel a la fois pour la 
5 transcription et pour le mecanisme de reparation de l'ADN par excision 
(Svejstrup et al;, 1996, Hoeijmakers et al., 1996). 

Toutefois l'importance, dans le mecanisme de reconnaissance d'une 
lesion a l'ADN, d'une proteine connue pour son activite au niveau de la 
10 transcription, denommee TBP pour "TATA binding protein", n'avait jamais 
ete suggeree et c'est precisement cette constatation qui a permis de 
developper les procedes de dosage, objet de la presente invention. 

En effet, on a pu mettre en evidence qu'en cas d'endornmagement de 
15 TADN, d'une part le TBP se lie a TADN endommage pour former un 
complexe qui peut etre identifie et dose, et d'autre part que la fixation de ce 
TBP sur l'ADN endommage constitue un facteur limitant pour la 
transcription specifique d'un ADN non endommage contenant un 
promoteur. Ainsi, pour evaluer Tendommagement de l'ADN, on peut mettre 
20 a profit la fixation du TBP sur l'ADN endommage et par la merne le deficit 
de TBP dans le milieu, par la diminution de la transcription d'un ADN non 
endommage. 

C'est pourquoi, la presente invention concerne un procede de mise 
25 en evidence et/ou de dosage d'ADN endommage dans un echantillon, 
caracterise en ce qu'on evalue l'importance de la fixation de TBP ou d'un 
produit analogue sur l'ADN de Pechantillon et on determine les resultats 
directement ou par rapport a un temoin. 

30 Par TBP, on entend aussi bien le TBP sous forme libre, par exemple 

une proteine purifiee recombinante que sous sa forme complexee, par 
exemple le complexe TFIID, dont TBP est un des composants. 



BNSDOCID: <FR 2760025A1_t_> 



2760025 



3 

D'une rnaniere generate, on peut aussi envisager d'utiliser un 
produit analogue au TBP qui conserve sa capacite a fixer PADN 
endommage. 

Par dosage, on entend aussi bien un dosage qualitatif que 
quantitatif. 

Par evaluation, on entend determiner la fixation ou la non fixation 
du TBP, laquelle est faite directement si on dispose par exemple de courbes 
d'etalonnage, ou bien par comparaison avec un temoin correspondant a 
des ADN non endommages ou ADN endommages temoins. Comme cela sera 
demontre ci-apr&s, le complexe ADN endommage/TBP est suffisamment 
stable pour etre identifie et dose et Pimportance de la fixation de TBP est 
un bon indice de Pimportance du dommage cause a PADN. 

Par importance, on entend designer aussi bien la qualite ou le type 
de dommages que leur nombre, voire meme Pemplacement de ces 
dommages. 

La mise en evidence ou le dosage peuvent etre effectues soit 
directement soit indirectement. 

Dans le premier cas, on utilise comme element a doser, le complexe 
forme iui-meme, dans le second cas, on utilise le fait que lorsqu'il est 
engage dans le complexe TBP/ADN endommage, le TBP n'est plus 
disponible pour assurer Pinitiation de la transcription d'un second ADN 
non endommage. II y a done une diminution de la transcription qui est 
proportionnelle a la quantite de TBP fixe sur PADN endommage et done au 
dommage de PADN. 

Ainsi, dans un premier mode de realisation, la presente invention 
concerne un procede de mise en evidence et/ou de dosage d'ADN 
endommage dans un echantillon caracterise en ce que Pimportance de la 
fixation du TBP sur PADN est evaluee par determination de la transcription 
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d 7 un ADN non endommage connu, dans des conditions permettant une 
transcription specifique, la transcription n'etant assuree que par la 
presence dans ledit milieu de TBP residue! non fixe sur l'ADN. 

Comme cela a ete precise precedemment, le TBP etant fixe a l'ADN 
endommage, il n'est pas disponible pour assurer la transcription de I'ADN 
non endommage. 

La mesure de la transcription, et done de TARN transcrit 
correspondant a PADN non endommage, peut etre effectuee par toutes 
methodes connues, migration sur gel par exemple, comme cela sera 
explique plus en details dans les exemples ci-apres. 

De preference, le procede est mis en oeuvre de la fagon suivante : 

a) Pechantillon est mis en incubation dans un milieu contenant 
Tensemble des composants necessaires a la transcription 
specifique, dont TBP ou un produit analogue ; 

b) apres incubation, on ajoute a Techantillon une sequence d'ADN 
non endommage connu contenant un promoteur, dans des 
conditions assurant la transcription mais sans TBP additionnel ; 

c) on determine la transcription de cet ADN connu et ; 

d) on mesure la variation de transcription de cet ADN connu par 
rapport a une transcription normale ou par comparaison avec un 
temoin. 

De fagon generale, I'etape a) est effectuee dans des conditions qui 
ne permettent pas la reparation de I'ADN et I'etape b) est effectuee dans un 
milieu qui contient Tensemble des facteurs de transcrition. Un tel milieu 
peut etre constitue d'extraits cellulaires totaux, extraits de cellules HeLa 
par exemple, ou encore d'un systeme dc transcription reconstitue. 
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Dans un second mode de realisation du precede selon Pinvention, on 
met en evidence et/ou on dose la presence d'ADN endommage dans un 
echantillon par un procede dans lequel ledit echantillon est mis en 
presence d'un reactif contenant du TBP ou un produit analogue et on 
5 evalue Timportance du dommage de PADN par rnise en evidence et/ou 
dosage du complexe TBP/ADN forme, directement ou par rapport a un 
temoim 

Le complexe TBP/ADN peut etre mis en evidence et/ou dos<§ par toute 
10 methode appropriee. 

On peut tout d'abord evaluer et doser le complexe lui-meme, par 
exemple en le fixant sur un support presentant une affinite pour les 
proteines. II peut s'agir notamment d'une membrane de nitrocellulose et 
IS on mesurera alors la quantite d'ADN retenue sur la membrane. 

On peut egalement mettre a profit les proprietes particulieres du 
complexe forme. Par exemple, on peut mesurer la variation de mobilite 
electrophoretique du complexe sur un gel, gel d'acrylamide par exemple. 

20 

Enfin, on peut envisager d'evaluer la formation du complexe par la 
technique d'empreinte a la DNAse I. 

On peut bien entendu effectuer un dosage du TBP libre restant, 
25 lorsque Ton connait la quantite de TBP introduite a I'origine, le TBP libre 
peut etre dose par toute methode connue pour doser les proteines, methode 
EUSA par exemple. 

La comparaison de la structure ADN contenant une sequence TATA 
30 interagissant avec TBP et celle etablie a partir d'ADN endommage par le 
cisplatine ou endommage aux UV, permet de conclure a une analogie 
structurelle de ces differents ADN reconnus de ce fait par le TBP. 
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En effet, en raison des lesions, I'ADN adopte une structure courbee 
qui presente des similitudes avec la forme A de I'ADN. L/elargissement et 
I'aplatissement du petit sillon qui en resulte, permettent des contacts 
hydrophobes et favorisent la formation du complexe TBP/ADN endommage, 

5 

L'analogie a ainsi permis de demontrer que des fragments d'ADN 
contenant une sequence "TATA" etaient susceptibles d'entrer en 
competition avec I'ADN endommage lors de la formation du complexe. 

10 II est ainsi possible de prevoir des dosages par competition* 

Les procedes selon la presente invention permettent de mettre non 
seulement en evidence Tendommagement de I'ADN marque, mais 
egaiement son dosage semi-quantitatif ou quantitatif, par exemple en 
15 comparant ia capacite d'inhibition de la transcription d'un ADN non 
endommage a celle d'un ADN endommage prealablement identifie. 

Notamment ^utilisation de reactifs radioactifs ou non, par exemple 
fluorescents, permet par mesure d'une intensite de bande de faire un 
20 dosage quantitatif de la formation de complexes TBP/ADN. 

L'interet de ces dosages est tout d'abord, au stade de la recherche 
industrielle, de permettre la recherche et Tidentification de produits 
cytotoxiques ayant un mode d'action particulier de type "cisplatine". Ainsi 
25 pourra-t~on evaluer les capacites mutagenes d'un produit donne. 

Ainsi, le procede selon la presente invention peut etre utilise 
comme un procede de cribtage de produits cytotoxiques agissant sur I'ADN, 
notamment les anticancereux, ceux-ci etant reveles soit par la formation 
30 du complexe TBP/ADN, soit par la diminution de la transcription d'un ADN 
qui n'a pas ete endommage. 



BNSDOCIDi <FR 276002SA1 !._> 



2760025 



7 

Les procedes selon la presente invention peuvent egalement etre 
utilises pour tester la toxicite eventuelle de certains produits, cosmetiques, 
herbicides, pharmaceutiques, par exemple par des prelevements reguliers 
dans des enceintes industrielles a risque. 

Le procede selon la presente invention peut egalement etre utilise 
pour le suivi therapeutique, notamment dans les therapies 
anticancereuses, 

10 Plus precisement, pour determiner la cytotoxicity sur PADN d'un 

produit donne, on fait reagir au prealable ledtt produit dans un 
echantillon d'ADN non endommage, ledit echantillon etant alors depourvu 
de tous autres produits susceptibles d*endommager PADN et on procede 
selon les differentes variantes envisagees selon Tinvention, la cytotoxicity 

15 du produit etant etablie lorsque de PADN endommage est detecte. 

La presente invention sera illustree par les exemples suivants 
accompagnees des figures 1 a 7, lesquels representent : 

20 Figure 1 : 

Partie (A) ; Schematise une experience de competition / 
transcription. 

25 Partie (B) : Schematise la structure de differems fragments d'ADN 

utilises pour l'experience de competition / transcription in vitro. Une 
matrice de transcription AdMLP est generee par digestion/restriction avec 
EcoRI/Salldu plasmide pUC309. Suite a sa transcription, elle donne 
naissance a un transcrit d'ARN de 309 nucleotides (partie hachuree). Le 

30 fragment F879 est cree par digestion/restriction de pUC309 avec BamHI et 
SspL Ce fragment ne contient aucune sequence promotrice. 

Figure 2 (A k C) : Represente les resultats obtenus lors 
d'experiences d'inhibition de la transcription in vitro a partir de AdMLP 
35 en presence d'ADN endommage par les UV, par le cisplatine ou par 
Tacetylaminofluorene (AAF). 
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Figure 3 (A a E) : Represente des dosages realises en utilisant la 
fixation du compiexe sur une membrane de cellulose et les reactions de 
competition-transcription de PADN- 

5 Figure 4 : Represente la mise en evidence du compiexe TBP/ADN 

endommage par la technique EMSA,- 

Les experiences suivantes ont ete realis£es pour mettre en evidence 
la capacite du TBP a interagir avec de TADN endommage. 

10 

MATERIELS ET METHODES 

On utilise des extraits cellulaires totaux (WCE) HeLa ainsi que les 
composants du systeme de transcription reconstitue in vitro tel que decrit 
15 dans Humbert et ah (1994). 

Les substrats ADN utilises pour la transcription in vitro ou pour le 
test de fixation sur membrane sont prepares par digestion/restriction soit 
d'ADN plasmidique de pUC309 soit de pSK (commercialise par STRATAGENE). 

20 Le plasmide pUC309 est prepare par ligation d'un fragment EcoRI/BamHI 
correspondant aux sequences -372 a +33 du promoteur majeur tardif de 
1'adenovirus 2 (AdMLP), au fragment BamHI/Sall de pBR322< Le fragment 
resultant est clone dans les sites EcoRI/Sall de pUC19 pour former le 
plasmide pUC309. Le fragment d'ADN competiteur de 879 pb (F879) est 

25 prepare par digestion/restriction de pUC309 avec BamHI/SspI (Figure IB). 
Les fragments linearises sont purifies sur gel d'agarose a 1% et billes Qjaex 
(Societe Qiagen), puis resuspendus dans un tampon Tris-HCl 50 mM (pH 
7.9), contenant 10 % de glycerol, ImM d'EDTA, 0,5 mM de DTT et 50 mM de 
KC1 pour utilisation ulterieure, dans les experiences de transcription ou de 

30 mise en evidence de compiexe Proteine/ADN (EMSA ; retention sur 
membrane), Le competiteur final utilise etait le "Bluescript"™ de 3 kb, 
plasmide pSK (Stratagene). Le fragment F879 a ete endommage aux UV 
avec une lampe UV-C a une puissance de 0.1 mW/cm 2 . Le plasmide pSK est 
traite avec une solution de 0.1 mg/ml dans Teau de cis-diamino 
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dichloroplatine (Sigma) pen it 15 heures dans Tobscurite a 37°C et avec 
un rapport cisplatine/nucleu; ,Je de 0*005 (Hansson and Wood, 1989). Le 
plasrnide pSK a ete egalement traite avec 0.1 mM de N-acetoxy-2- 
acetylaminofluorene induisant principalement des adduits N-(guanine-8- 
5 yl)-acetylaminofluorene (AAF). 

On genere les fragments CP(-) ou CP(+) utilises ulterieurement dans 
les tests de fixation sur membrane par digestion/restriction de pSK t 
respectivement intacts ou endommages par le cisplatine, avec Penzyme de 
10 restriction Pvul suivie d'une purification du fragment de 1084 pb sur des 
gels d'agarose 1%. 

Pour la technique de migration sur gel (EMSA), on prepare une 
sonde ne contenant qu'un seul site endommage, Une sonde de sequence 

15 5 '-TCTTCTTCTTCTTCTGTG^ ' (32pb) contenant un seul GpTpG 

est mise en contact avec une solution de cis-diamino dichloroplatine 
(Sigma) (Moggs et ah 1996). Apres precipitation a Pethanol, la presence 
d'une liaison l,3~cisplatine d(GpTpG) a ete confirmee par analyse de 
P oligonucleotide sur un gel d'acrylamide a 12 %, Poligonucleotide modifie 

20 migrant plus lentement que Poligonucleotide intact. 

La sonde d'ADN resultante (36 pb) utilisee dans lc test EMSA est 
preparee en appariant l'oligonucleotide cisplatine avec son 
oligonucleotide complementaire non endommage laissant une partie 5* 
25 libre a chaque extremite. 

L'ADN est marque radioactivement avec du dATP a p3 2 
(3000 Ci/mmol) a Paide du fragment de Klenow de PADN polymerase I 
d'E.coli puis purifie sur colonnes sephadex G50. 

30 

Pour la technique EMSA, on prepare des milieux de reaction (20 y-l) 
contenant un tampon 50 mM Tris/HCl pH 7,9, 0.2 ng de la sonde d'ADN 
cisplatinee de 36 pb marquee au P32 (10000 cpm), 80 mM de KC1, 5 mM de 
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MgCl2, 0.1 mM de EDTA, 500 ng de BSA, 10% de glycerol, 0,5 raM de DTT, 0.01 
% NP40, 10 ng de TBP recombinant. Apres 30 minutes d'incubation a 25°C, 
les echantillons sont ajustes a 20 % de glycerol et deposes sur gel de 
polyacrylamide a 4 96. La migration electrophoretique se fait dans un 
tampon 25 mM Tris/19 mM Glycine a temperature ambiante. Les gels sont 
seches et exposes aux films biomax (Kodak). 

Un ADN competiteur (AdMLP - 64 pb) a ete prepare a partir 
d'oligonucleotides complementaires synthetises correspondant aux 
regions -40 a +24 du promoteur majeur tardif de 1'adenovirus 2 (AdMLP). 

EXEMPLE 1 : Procede utilisant le "defaut de transcription" du a la 
formation du complexe TBP/ ADN (Fig. 2). 

On incube 20-30 ng d'extraits cellulaires totaux prepares a partir de 
cellules HeLa avec des quantites croissantes d'ADN endommage (matrice 
competiteur) dans un tampon 50 mM Tris/HCl pH 7.9 contenant 10 % de 
glycerol, ImM de EDTA, 0,5 mM de DTT, et 5 mM de MgCl2 pendant 15 min a 
25°C (volume final des produits reactionnels = 20 nl) afin de permettre la 
fixation de TBP/TFIID. 

On ajoute ensuite 90 ng de la matrice AdMLP (OcoRl/Sall) devant 
donner naissance a un transcript specifique que I'on laisse incuber 
pendant 15 minutes pour favoriser la formation du complexe de 
preinitiation de la transcription. Suite a l'addition de nucleotides 
triphosphate ATP, GTP, UTP, y compris p32 CTP (400Ci/mmol), (volume 
final de reaction de 25 |xl), la transcription demarre et se poursuit pendant 
45 min a 25°C La reaction est stoppee par addition d'une solution 
contenant du sodium docecyl sulfate a 10 % (poids/volume), les ARN 
transcrits sont analyses apres electrophorese sur gel 5% acrylamide, par 
autoradiographic puis quantifies directement par comptage sur un 
Analyseur Phospholmage ou indirectement par balayage densitometrique 
des autoradiogrammes en utilisant un densitometre a image BioRad GS700. 
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Le > sultats de ce dosage sont representees Figure 2, 

Partie ( A) : Les resultats de la transcription de TAdMLP realisee 
avec 30 fig de WCE en presence de quantites croissantes du fragment d'ADN 
5 F879 irradie aux UV (650 J/m2) (colonnes 3-8) ou non irradies (colonnes 9- 
14), La partie superieure de la figure represente un autoradiogramme, la 
partie inferieure represente la quantification densitometrique de 
Tautoradiogranime (bande de 309 nucleotides) : le pourcentage de 
transcription a partir de AdMLP est exprime en fonction de la quantite 
10 d'ADN F879 competiteur exprimee en ng, 

Partie (B) : Les resultats de ia transcription de AdMLP realisee avec 
20 de WCE en presence de quantites croissantes de pSK non endommage 
(CP(-)) (colonnes 2-8) ou endommagees par le cisplatine (CP(+) (colonnes 
IS 9-15). La partie superieure de la figure represente la production de 
transcripts k partir de PAdMLP (bande de 309 nucleotides). La partie 
inferieure de la figure represente le meme type de quantification 
densitim£trique (voir panneau bas de la Figure 2A). 

20 Partie (C) : Les resultats de la transcription de r AdMLP realisee avec 

20 ng de WCE en presence de quantites croissantes d'ADN pSK linearise 
(EcoRI) non endommage (AAF-) ou endommage (AAF+) par 
Pacetylaminofluorene. Cette experience est realisee comme indique pour 
les resultats decrits en A et B. 

25 

Cet exemple montre clairement le piegeage par 1'ADN endommage 
suite a une irradiation aux UV (UV( + )) ou a un traitement au cisplatine 
(CP( + )) ou k PAAF de facteurs, qui de ce fait ne seront plus disponibles 
pour la reaction de transcription. La synthese de transcripts diminue 
30 proportionnellement a la quantite d'ADN endommage ajoutee. On constate 
egalement qu'ii est possible de quantifier grace a la transcription, la 
nature et le nombre des lesions. 
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La pre-incubation des extraits cellulaires totaux (WCE) avec le 
fragment de 879 paires de bases irradie aux UV F879 UV( + ) (Figure IB) 
conduit a une inhibition de la transcription de la matrice AdMLP qui est 
quatre fois superieure a celle observee lorsque l'ADN est intact (Figure 2 A, 
comparer les colonnes 3-8 avec les colonnes 9-14 et voir la partie 
inferieure de la figure). De la meme facon, la pre-incubation du plasmide 
pSK de 3kb con tenant environ 30 sites cisplatines (Hannon et al. 1989) 
inhibe la transcription environ trois fois plus qu'en presence d'ADN intact 
(Figure 2B, comparer les colonnes 2-8 aux colonnes 9-15 et voir la partie 
inferieure de la figure). 

Afin de confirmer que 1'inhibition de la transcription, (mesuree 
par la production du transcrit de 309 nucleotides) etait bien liee a l'effet de 
l'ADN endommage sur des facteurs necessaires a la transcription, une 
concentration fixe d'ADN competiteur a ete ajoutee dans le milieu 
r^actionnel tout en faisant varier le rapport fragment 
endommage/fragment intact. Dans ces conditions, on a observe une 
inhibition de la transcription qui augmente avec la quantite de fragments 
d'ADN endommage presents dans le milieu reactionnel (Figure 2A, 
colonnes 15-20). 

F.XEMPLE 2 : Diminution de la transcription dans un systeme de 
transcription reconstitue (RTS) (Fig. 3B et D). 

Dans cet exemple on utilise un systeme de transcription reconstitue 
hautement purifie (RTS), qui contient les facteurs de transcription, TFIIA, 
TFIIB, le complexe TFIID/TBP, TFUE, TF1IF et l'ARN pol II. Les facteurs 
essentiels a la transcription ainsi que l'ARN pol II sont pre-incubes avec 
l'ADN F879 endommage par irradiation avec 500 (col. 6 a 9) ou 1000 (col. 10 
a 13) J/m2, ce dernier etant teste pour sa capacite a inhiber la 
transcription de 1'AdMLP utilise comme matrice de transcription. La 
presence d'ADN endommage inhibe ainsi la production du transcrit de 309 
nucleotides (Fig 3B), ce qui est en accord avec les observations precedentes 
et l'experience montrant la fixation specifique de TBP recombinant sur 
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membrane de nitrocellulose. On observe une inhibition proportionnelle a 
la quantitie d'ADN endommage presente dans le milieu reactionnel et done 
a la quantite des lesions dues aux UV (comparer les colonnes 2-5 avec les 
colonnes 6-9 et 10-13) ou dues au cisplatine (Fig 3D) (comparaison des 
5 colonnes 2 et 3 avec les colonnes 4 et 5), ce qui demontre que la capacite de 
PADN endommage a inhiber la transcription d'un second ADN est fonction 
du nombre de lesions. Dans cet exemple, la sonde d'ADN utilisee en tant que 
competiteur est un fragment de restriction Pvul de pSK de 1084 pb, traite 
(CP( + )) ou non (CP(-)) au cisplatine. Le TBP reconnait egalement de facon 
10 specifique TADN endommage par le cisplatine, ce qui est demontr<§ par le 
test de fixation sur membrane de nitrocellulose (voir exemple 3 ci-apres) 
(Fig 3C). II est possible de retablir cornpletement la transcription apres 
ajout supplemental de TBP (Fig 3D, colonnes 6 et 7). 

15 EXEMPLE 3 : Fixation sur membrane de nitrocellulose standard (Fig 

3A, CetE). 

On met k incuber du TBP recombinant avec de TADN marque au 
phosphore 32, endommage par traitement soit par le cisplatine (Fig 3C), 

20 soit par irradiation UV (Fig 3 A). L'interaction TBP/ADN est determinee par 
la capacite du TBP recombinant a retenir PADN sur une membrane de 
nitrocellulose. Les Figures 3A et 3C iliustrent ce resultat en montrant le 
pourcentage d'ADN retenu sur les filtres de nitrocellulose en fonction de 
la quantite de TBP pour un fragment F879 ayant ete irradie a differentes 

25 doses d'UV et pour le plasmide pSK traite au cisplatine. La quantification 
est realisee en utilisant un analyseur phosphoimage, 100 % represente 
Tensemble de la radioactivite contenue dans de chaque sonde d'ADN. 

La Figure 3C differe de la figure 3A seulemcnt en ce que, en tant que 
30 sonde d'ADN, on utilise un fragment de restriction Pvul de 1084 pb de pSK 
traite (CP( + )) ou non (CP{-)) avec le cisplatine. 
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L'irradiation aux UV du fragment d'ADN F879 marque au 32 p a des 
taux d'irradiation croissants (100, 500, 1000 ou 1500 J/m2) a pour effet une 
augmentation correspondante de la quantite d'ADN retenue sur les filtres 
pour une concentration donnee de TBP. La capacite du TBP a retenir PADN 
5 de facon proportionnelle a la quantite de lesions contenues dans cet ADN 
suggere une afftnite specifique de TBP pour PADN endornmage par rapport 
a l'ADN non endornmage. Le fragment F879 ne contenant pas de sequence 
TATA susceptible de concurrencer la liaison du TBP, la fixation de TBP sur 
ce fragment peut etre directement imputee a Texistence d'un dommage. 

10 

La Figure 3E rend compte de la fixation de TBP sur l'ADN pSK 
lineaire (EcoRI), non endornmage (AAF-) ou endornmage (AAF+) par 
1'acetylammofluorene, sur membrane de nitrocellulose. La quantification 
est realisee comme precedemment. 

15 

EXEMPLE 4 : Migration sur gel d'acrylamide (Fig 4). 

La capacite de TBP purifie a se Her a TADN endornmage a ete 
egalement observee dans des tests de variation de mobilite 

20 electrophoretique en utilisant la technique EMSA. Pour cela, on met a 
incuber une sonde d'ADN (36 mer, 0,5 ng t 10.000 cpm) marquee au 
phosphore 32 non-endommagc ou ne contenant qu'un seul site cisplatine 
(1,3-GpTpG) avec du TBP recombinant et dans ce second cas, on detecte la 
formation d'un complexe ayant une mobilite electrophoretique reduite par 

25 rapport a la sonde libre sur des gels d'acrylamide. En accord avec les tests 
de fixation sur membrane, la technique EMSA a mis en evidence la 
formation d'un complexe nucleoproteique TBP/ADN endornmage. En 
presence de TBP, une quantite nettement plus importante de Pechantillon 
d'ADN endornmage est complexee par rapport a celle lorsque Techantillon 

30 n'est pas endornmage (Fig 4, comparer les colonnes 2 et 12), En outre, on 
constate que la formation d'un complexe TBP/ADN endornmage est reduite 
de facon significative lorsque Ton ajoute des quantites croissantes de 
competiteur (respectivement 10 et 50 ng) d'un fragment AdMLP de 64 mer 
contenant une sequence TATA (TATA : colonnes 5 et 6) ou d'un fragment 
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d'ADN Pvul pSK endommage par le cispiatine (respectivement 10 et 50 ng) 
(CP ; colonnes 7 et 8) non marque par rapport a un fragment non 
endommage (comparer avec les colonnes 9 et 10). Le fait que {'addition 
d'un fragment contenant une sequence TATA (TATA) entre en competition 
avec TADN endommage par le cispiatine pour l'association avec du TBP 
(voir la colonne 2 comparee aux colonnes 5 et 6), soutient la conclusion 
que Techantillon deplace correspond a un complexe TBP/ADN. 

L'ensemble des resultats demontre clairement pour la premiere fois 
que deux types de lesions d'ADN, induites soit par irradiation aux UV, soit 
par traitement au cispiatine, servent de cibies pour la liaison de TBP. La 
fixation de TBP est fonction du nombre de lesions presentes dans TADN et 
semble suffisamment forte pour persister en presence de quantites 
significatives de la sequence TATA. L'inhibition de la transcription et la 
retention preferemielle de TBP sur une membrane de nitrocellulose ont 
€te egalement observees avec un ADN endommage a Tac^tylaminofluorene 
(AFF) une amine aromatique connue pour ses capacites carcinogenes. 
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REVINDICATIONS 



L Procede de mise en evidence et/ou de dosage d'ADN endommage dans un 
echantillon, caracterise en ce qu'on evalue ['importance de la fixation de 
5 TBP ou d'un produit analogue sur l'ADN de i'echantillon et on determine 
les resultats directement ou par rapport a un temoin. 



2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Pimportance de 
la fixation de TBP sur l'ADN est evaluee par determination de la 
10 transcription d'un ADN non endommage connu, dans des conditions 
permettant une transcription speciftque, la transcription n'etant assuree 
que par la presence dans ledit milieu de TBP residuel non fixe sur l'ADN- 



3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que : 
15 a) I'echantillon est mis en incubation dans un milieu contenant 

Pensemble des composants necessaires a la transcription specifique 
dont TBP ou un produit analogue ; 

b) apres incubation, on ajoute k Pechantillon une sequence d*ADN 
non endommage connu contenant un promoteur, dans des 

20 conditions assurant ia transcription mais sans TBP additionnel ; 

c) on determine la transcription de cet ADN connu et ; 

d) on mesure la variation de transcription de cet ADN connu par 
rapport a une transcription normale ou par comparaison avec un 
temoin. 



25 



4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que Tetape a) est 
effectuee dans des conditions qui ne permettent pas la reparation de l'ADN. 



5. Procede selon Tune des revendications 3 ou 4, caracterise en ce que 
30 Tetape b) est effectuee dans un milieu constitue d'extraits cellulaires 
totaux. 



6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il s'agit d'extraits 
cellulaires HeLa. 
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7. Procede selon e des revendications 3 ou 4, caracterise en ce que 
i'etape b) est effeciace dans un milieu de transcription reconstitue (RTS). 

8. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit echantillon 
est mis en presence d'un reactif contenant du TBP ou un produit analogue 
et on evalue Pimportance du dommage de PADN par mise en evidence 
et/ou dosage du complexe TBP/ADN forme directement ou par rapport a un 
temoin, 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que la formation du 
complexe TBP/ADN est mise en evidence et/ou dosee par : 

a) fixation dudit complexe sur un support ; 

b) variation de la mobilite dudit complexe sur gel ; 

c) empreinte a la DNAse I. 

10. Procede selon Tune des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que la 
formation dudit complexe est evaluee par la mesure de la quantite d'ADN 
retenue sur une membrane de nitrocellulose. 

11. Procede selon Tune des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que la 
formation dudit complexe est evaluee par la variation de mobilite du 
complexe sur un gel d'acrylamide. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que revaluation de 
la variation de mobilite est effectuee par la technique EMSA. 

13. Procede selon l'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'on 
utilise du TBP sous forme libre. 

14. Procede selon Pune des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'on 
utilise le complexe TFIID. 

15. Application du procede selon l'une des revendications 1 a 14 a la mise 
en evidence et/ou au criblage de produits cytotoxiques sur PADN. 
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16. Application selon la revendication 15 au criblage de produits 
anticancereux, 

17. Application du procede suivant Tune des revendications 1 a 14 pour le 
5 suivi therapeutique d'un traitement anticancereux. 

18. Application du procede selon Tune des revendications 1 a 14 a la mise 
en evidence et/ou au criblage de produits cytotoxiques sur TADN, 
caracterisee en ce qu'on fait reagir au prealable ledit produit dans 

10 Pechantillon d'ADN non endommage, ledit echantillon etant alors 
depourvu de tout autre produit susceptible d'endommager TADN et la 
cytotoxicity du produit est etablie lorsqu'on detecte de l'ADN endommage. 
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